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図4 FLAG,3×FLAGを用いた免疫沈降
行ったところ,5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteinemethyltransferase(MetE)と高い相同性
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を示した.
【結論】
本研究を通して,Clickchemistryを利用した標的タンパク質の段階的FLAG標識化法を開発し,イソレ
スペデジン酸カリウム (1)の標的を同定した.
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論文審査の結果の要旨
真鍋良幸提出の論文は,LMF(Leaf-movementFactor)標的タンパク質同定のために,生物個体から得
られる分化細胞より,分子プローブを用いて極微量の標的タンパク質を高選択的に標識し,効率的に精製
する方法論の開発に関するものである.このような方法論の開発においては,高い生物活性を保持したプ
ローブの設計と,高選択的な検出,効率的な精製を可能とする性能の良いFLAGタグの選択が重要であ
ると考え,clickchemist町 を用いて段階的にFLAGを導入する標的タンパク質の段階的標識化法を開発し
た.
第二章から四章で,本手法を用いてCassia属植物に対するLOFであるイソレスペデジン酸カリウムの
標的同定を行い,標的タンパク質cTPLの高選択的な検出,定量的な精製に成功し,これがMetEと高い
相同性を示すことを明らかにした.その際に用いた運動細胞は1×105個程度であり,この中からわずか1
mg程度の標的タンパク質を高選択的に標識し,定量的に精製することで配列解析を行った.一般的に,
分子プローブを用いた榛的同定においては約 lX107から1×108個程度の細胞を必要とし,非特異的結合
が少なく,回収率が高いとされる …半田ビーズ"を用いたサリドマイド槙的同定の例においても標的同定
には,約 1×106個の細胞を必要とした.筆者の開発した方法は,更に1/10程度の細胞量から標的同定を
可能としており,極めて効率的な方法であるといえる.
第五章においては,本方法をsamanea属のLCFであるジャスモン酸グルコシドの標的同定に適用した.
これにより,本方法が細胞質タンパク質および膜タンパク質の両方に適用可能であることを示した.この
ように,著者は本研究において分子プローブを用いた標的探索に広く有効な手段となり得るclickchemis-
tryを用いる段階的標識化法を開発した.
以上､本論文は､生物現象の有機化学的解明を目指す生物有機化学分野における成果であり､著者が自
立した研究者として研究活動を行うに必要な研究能力と学識を有していることを示している｡従って､真
鍋良幸提出の論文は､博士 (理学)の学位論文として合格と認める｡
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